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New non-A, non-B hepatitis (NANBH) -associated DNA comprises a 
specified 4998bp sequence (reproduced in the specification) or its 
functional equiv. or fragments. Also new are proteins (I) encoded by 
the above DNA. 

A faecal sample from a patient with NANBH is suspended in buffer, 
centrifuged, the supernatant filtered sterile and pptd. with 
polyethylene glycol. The ppte. is incubated with RNase and DNase, then 
applied to a CsCl density gradient. The sepd. fractions were tested for 
presence of NANBH-associated substance by reaction with polystyrene 
beads coated with iodine-125 labelled IgG from a patient recovering 
from NANBH infection. 

The active density fraction (1.29-1.32 g/1) was incubated with 
protease K, protein removed and DNA pptd. This was dissolved in buffer 
and incubated with Klenow polymerase, dATP, dTTP, dGTP and 32P-labelled 
dCTP, then enzyme inactivated and the reaction mixt. ligated with a 
phosphorylated EcoRI linker, forming a cloning vector. Alternatively, 



the radiolabelled DNA prepd. above is ligated with EcoRI -digested 
lambda phage 1149; the incubation mixt. packaged in phage envelopes and 
the packaged phages used to infect E. coli NM514. Analysis of the 
transf ormants by hybridisation indicated the presence, in the phage, of 
inserts of 0.3-1.5 kb. One fragment, 0.45 kb, was removed with EcoRI, 
purified and then subcloned in pUC19, and the recombinant used to 
transform E.coli DH1 . 

USE - The DNA is useful (a) as hybridisation probes for diagnosing 
NANBH (by analysis of faeces, blood, liver tissue etc.); (b) for 
expressing (I) in suitable vectors, and (c) in the construction of 
synthetic viruses. (I) are useful in vaccines and as immunological 
diagnostic reagents. Bui. 5/7. 2. 9 
EP 279460 A 

New non-A, non-B hepatitis (NANBH) -associated DNA comprises a 
specified 4998bp sequence (reproduced in the specification) or its 
functional equiv. or fragments. Also new are proteins (I) encoded by 
the above DNA. 

A faecal sample from a patient with NANBH is suspended in buffer, 
centrifuged, the supernatant filtered sterile and pptd. with 
polyethylene glycol. The ppte. is incubated with RNase and DNase, then 
applied to a CsCe density gradient. The sepd. fractions were tested for 
presence of NANBH -associated substance by reaction with polystyrene 
beads coated with iodine-125 labelled IgG from a patient recovering 
from NANBH infection. The active density fraction (1.29-1.32 g/1) was 
incubated with protease K, protein removed and DNA pptd.. This was 
dissolved in buffer and incubated with klenow polymerase, dATP, dTTP, 
dETP and 32P-labelled dCTP, then enzyme inactivated and the reaction 
mixt. ligated with a phosphorylated ECORI-linker, forming a cloning 
vector. 

USE/ADVANTAGE - The DNA is useful (a) as hybridisation probes for 
diagnosing NANBH (by analysis of faeces, blood, liver tissue etc.); (b) 
for expressing (I) in suitable vectors, and (c) in construction of 
synthetic viruses. (I) are useful in vaccines and as immunological 
diagnostic reagents. 
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0 Vfrusantlgen, Verfahren zu seiner Gewlnnung und Anwendung In Diagnose und Theraple 
^ (Impfstoff). 

< 

O0 Die Erfindung betrifft eine Non-A,Non-B-Hepatitis produkte zu liefem. 
Jgassoziierte DNA von etwa 5 KB. ein Verfahren zur 
^Herstellung derselben nach an sich bekannten Me- 
Othoden und die Verwendung dieser ON A Oder von 
J^Fragmenten davon zur Diagnose von Non-A,Non-B- 

Hepatitis sowie zur Synthese von Proteinen zur Er- 
Ozeugung von immunologischen Reagentien fOr den 
g^Nachweis von Non-A,Non-B-Hepatjtis Oder zur Er- 
UJzeugung von Vaccinen. Die DNA und Fragmente 

derselben kdnnen geklont und auch in geeignete 

Vektoren eingesetzt werden, urn Virusexpressions- 
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Virusantigen, Verfahren zu seiner Gewlnnung und Anwendung In Diagnose und Theraple (Impfstoff) 



Non-A, Non-B-Hepatitiserkrankungen sind in 
der Literatur ausfuhriich und zahireich beschrieben. 
Ebenso bekannt sind aber die Schwierigkeiten der 
Erfassung des NANBH-Virus und Nachweis der 
Krankheit 

Es wurden nun aus dem Stuhl von Non-A, Non- 
B-Hepatitispatienten Partikel isoliert und bezQglich 
thres Molekulargewichts und ihrer Beschaffenheit 
charakterisiert sowie ein Nachweisverfahren auf das 
Vorhanden sein solcher Partikel gefunden und der 
Nachweis dieser Partikel zur Diagnose des Voriie- 
gens einer Non-A, Non-B-Hepatitis bei leberkran- 
ken Patienten angewandt 

Aus den aus dem Stuhl isolierten Partiketrr 
wurde DNA isoliert und nach herkommlichen Me- 
thoden kloniert Die so erhaltenen klonierten DNA- 
Strange wurden zum Nachweis des Vorfiegens 
homologer Oder sehr Ihnlicher DNA wiederum im 
Stuhl, Serum, Lebergewebe und Korp- 
erflussigkeiten von leberkranken Patienten verwen- 
det bei denen auf diesem Wege eine Non-A, Non- 
B-Hepatitis mit hinreichender Wahrscheinlichkeit di- 
agnostiziert werden kann. 

Die Erfindung betrifft also zusammengefaflt die 
Isolierung Non-A, Non-B-Hepatitis-assoziierte Parti- 
kel, deren DNA sowie das Klonieren von DNA und 
die Verwendung sowohl dieser Partikel als auch 
der erhaltenen DNA-Klone zur Engrenzung von 
Lebererkrankungen auf das Vorliegen einer Non-A, 
Non-B-Hepatitis. Weitere Aspekte der Erfindung He- 
gen in der Entwicklung von erweiterten Nachweis- 
verfahren und schliefllich auch Impfstoffen auf Ba- 
sis der zu erhaltenden Antikorper und durch Syn- 
thase synthetischer Peptide mit der Sequenz der 
Partikel. die diesen Virusproteinen entspricht und 
die sich aus der Sequenz der klonierten DNA vor- 
hersagen laflt. 

Aus den Stuhlproben Non-A, Non-B-Hepatitis 
erkrankter Patienten wurde eine Substanz isoliert, 
die sich signifikant ge hauft im Stuhl solcher Non- 
A-Non-B-Hepatitis-Patienten findet, dagegen bei 
gesunden, sowie bei Patienten mit Lebererkrankun- 
gen anderer Genese in signifikant geringerem Aus- 
mafl findet Gn Verfahren zum Nachweis dieser 
Substanz wurde entwickeft worin Polystyrolbeads 
mit verdQnntem Serum von Non-A, Non-B- 
Hepatitis-Rekonvaleszenten beschichtet werden. 
Die gewaschenen beads werden dann mit einer 10 
%-igen Stuhlsuspension eines zu untersuchenden 
Probanden inkubiert, wobei evti. vorhandene Non-A 
-Non-B-Hepatitis assoziierte Substanz an die in 
dem Rekonvaleszentenserum enthaltenen, an die 
Polystyroikugeln gebundenen Antikorper gegen 
diese Substanz bindet und so immobilisiert wird. 
Die Sindung der Non-A, Non-B-Hepatitis assoziier- 



ten Teilchen kann nachgewiesen werden durch 
Bindung von menschlichem IgG wiederum aus 
Rekonvaleszentenserum von Non-A-Non-B- 
Hepatitis-Patienten, das mit Jod 125 radioaktiv 

s markiert ist. Bei Vorliegen der Non-A, Non-B- 
Hepatitis-assoziierten Substanz im Stuhl des Pro- 
banden wird radioaktives Immunglobulin an diese 
gebunden und das entsprechende Signal zum 
Nachweis verwendet. 

to Bei Verwendung dieses Nachweisverfahrens 
fQr die Hepatitis-Non-A-Non-B-assoziierte Substanz 
in groflen Kollektiven von Patienten mit Leberer- 
krankungen unterschiedlicher Genese zeigte es 
sich, da£ diese Substanz hochsignifikant gehauft 

is bei Patienten mit gesicherter Hepatitis Non-A, Non- 
B im Stuhl nachweisbar ist (s. Tabelle 1). Bei 
Patienten mit anderen Lebererkrankungen, bei 
denen eine Non-A, Non-B-Hepatitis eher unwahr- 
scheinlich ist, die teilweise in ihrem klinischen Bild 

20 jedoch einer akuten oder abgeiaufenen Non-A, 
Non-B-Hepatitis ahneln konnen, insbesondere auch 
bei Patienten mit einer akuten unabgelaufenen - 
Hepatitis A oder B fand sich dagegen nur in 
auflerst wenigen Fallen die Non-A, Non-B- 

25 Hepatitis-assoziierte Substanz (s. Tabelten 2 und 
3). Hieraus ergibt sich, da/} das Vorliegen dieser 
Substanz einen deutlichen Hinweis auf die 
Atiologie einer zunachst unbe kannten, 
entztfndiichen Lebererkrankung liefem kann, und 

30 dafl der Nachweis dieser Substanz daher eine 
Untersuchung von hohen diagnostischem Wert 
zum Nachweis oder Ausschlu/3 des Vorliegens ein- 
er Non-A, Non-B-Hepatitis liefem kann. 

Die mit der Non-A, Non-B assoziierte Substanz 

35 weist somit eine hohe Affinitat gegenQber men- 
schlichen Immunglobulinen und Rbronectin sowie 
dessen nicht kollagenbindenden Spaltprodukten 
auf. Die Bindung an Fab-2-BruchstGcke aus dem 
IgG gesunder und Hepatitis Non-A, Non-B-rekonva- 

40 leszenter Personen spricht gegen eine unspezifi- 
sche Bindung der assoziierten Substanz an dem 
Fc-Teil der Immunglobuline. Die hohe Affinitat ge- 
gendber Fibronectin und dessen nicht kollagenbin- 
denden Spaltprodukten ist eine Eigenschaft, die 

45 diese Substanz mit antigenen Proteinen anderer 
Viren gemeinsam hat (Seelig und Mitarbeiter 
1983). Behandlung mit organischen Losungsmitteln 
(Chloroform, Ather) und mit Hitze (70°C, 10 min.) 
zerstdrt die Bindungsaffinitat der Non-A, Non-B 

so assoziierten Substanz nicht. Wahrend die Ver- 
dauung mit Chymotrypsin, Trypsin, Bastase und 
Neuraminidase keinen Einflufl auf die 
Bindungseigenschaften der Substanz zeigt, fOhrt 
die Verdauung mit Papain zu einem vollstandigen 
und schneilen Verlust der Bindungsaffinitat. 
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Nach Zentrifugation bei 150.000 g t 2 Std., laflt 
sie sich im Sediment nachweisen und stellt sich 
nach 72-st0ndiger laufzeit bei einer Dichte von 1 ,3 
(1.29 - 1,32) g/ml Casiumchlorid ein. Nach Auftren- 
nung der bei 1,30 g/ml Casiumchloridbandenden 
Fraktion liber eine Gradienten-Polyacrylamidgel- 
Elektrophorese werden in der SilberfMrbung mehre- 
re Bande unterschiedlichen Moiekulargewichts dar- 
gestellt. Nach Transfer auf Nitrocellulose lassen 
sich im Western-Blot mit radioaktiv markierten IgG 
und Fab-2-Fragmenten von Non-A, Non-B 
Hepatitis-Patienten und gesunden Probanden 
Bande darstellen, die bei Extraktion gesunder Kon- 
trollstQhle nicht auftreten. Insgesamt werden 4 Ban- 
den dargestellt, zwei gut sichtbare Hauptbande mit 
einem geschatzten Molekulargewicht von ca. 
64:000 und 56.000 sowie zwei schwSchere Bande 
mit einem geschatzten Molekulargewicht von 
51.000 und 43.000. Die Banden mit Fab-2- 
BruchstOcken sind schwacher und zeigen einen 
hoheren Background. Die Auftrennung von Roh- 
stuhlkonzentraten ohne CSsiumchlorid-Reinigung 
nach SDS-Page und Blotting zeigten in positiven 
StUhlen die beiden Hauptbande mit einem un- 
gefShren Molekulargewicht urn 60.000. 

Bei weiterer Analyse der Non-A. Non-B- 
Hepatitis-assoziierten Partikel liefi sich DNA isolie- 
ren und mit herkflmmlichen Methoden in Fragme- 
nten klonieren. Diese klonierten DNA-Fragmente 
aus dem Stuhl von Non-A, Non-B-Hepatitis-Patie- 
nten konnten als DNA-Sonden ftir die Untersu- 
chung des Stuhls, Serums, Lebergewebe und 
KorperflOssigketten sowie Btutkonserven und Plas- 
maderivaten anderer Patienten mit Verdacht auf 
das Vorliegen einer Non-A, Non-B-Hepatitis ver- 
wendet werden. Mit den kfassischen Hybridisie- 
rungsverfahren lafit sich so zeigen, ob in den unbe- 
kannten StUhlen DNA vorliegt deren Sequenz der 
Non-A, Non-B-Hepatitis-assoziierten DNA der erhal- 
tenen Klone so ahnlich ist. daB sich ein Hybridisie- 
rungssignal zeigt Mrt diesem weiteren Nachweis- 
verfahren fQr Hepatitis Non-A. Non-B-assoziierten 
DNA-Sequenzen konnten dann Proben von Proban- 
den untersucht werden auf das Vorliegen von Non- 
A, Non-B-Hepatitis-assoziierter DNA. Die bisherigen 
Ergebnisse legen nahe, dafl es sich bei der Non-A, 
Non-B-Hepatitis-assoziierten Substanz um ein vlru- 
spartikel handert und dafl es sich bei der isolierten 
DNA-Sequenz um eine Sequenz einer Virus-DNA 
handelt. wie das Aufschluflverfahren einerseits und 
andererseits die Sequenz selbst zeigen. 

Die folgenden Beispiefe eriSutem die Erfin- 
dung. 



Beispiel 1 



isolierung der Non-A-Non-B-Hepatitis assoziierten 
Substanz aus Patientenstuhl. 

Verwendeter Puffer : Tris-HCI, pH 7,4; 0,05 N in 
s alien Arbeitsschritten 



a) Aufarbeitung: 

*o 0,5 g Stuhl werden in 10 ml Puffer suspendiert. 
bei 8.000 g zentrifugiert und der Oberstand gesam- 
melt. Der RQckstand wird noch einmal mit 10 ml 
und anschlie0end mit 5 ml Puffer ausgewaschen. 
Die gesammelten Oberstande werden zentrifugiert 

75 (30 min., 10.000 rpm) und durch ein bakteriendich- 
tes Filter filtriert (Millipore 0,22 um). Der Oberstand 
wird mit PEG 6000 (Endkonzentration 10% bzw. 
0.4 mol/l) prMzipitiert Nach mindestens 2 und 
hSchstens 12 Stunden wird das PrMzipitat abzentri- 

20 fugiert und in 10 ml Puffer geldst. Diese LSsung 
wird mit 10 ml Freon ausgeschOttelt, die Phasen 
durch Zentrifugation getrennt, die Freonphase noch 
einmal mit 5 ml Puffer gewaschen. Die FSIIung mit 
PEG und NaCI (Endkonzentration 10% bzw. 0,4 

25 mol/l) wird wiederholt. das PrSzipitat in ca. 800 ul 
Puffer aufgenommen. 

Die so erhaitene Lttsung wird mit RNase und 
DNase 1 Std. bei 37° C verdaut (800 ul PEG- 
PrSzipitat in Tris-HCI-Puffer, pH 7.4; 0.05 M; 2.800 

30 U RNase und 1.500 U DNase. proteasenfreie 
PrMparationen. Boehringer). Isolierungen, die nicht 
zur Extraktion von DNA dienen, konnen ohne die- 
sen Schritt durchgefQhrt werden. 

Nach Verdauung mit DNase und RNase wird 

35 das Inkubat auf einen CSsiumchlorid-Gradienten 
gebracht. 



b) Isolierung der Non-A, Non-B assoziierten Sub- 
40 stanz Ober einen CMsiumchlorid-Gradienten. 

Die Zentrifugenrfihrchen werden mit 1 ml 
C5siumchlorid-L3sung mit einer Dichte von 1,4 
g/ml gegeben und mit je 3 ml CSsiumchlorid von 

45 einer Dichte von 1.3 g 1,25 g und 1,2 g/ml Qber- 
schichtet Alle CSLsiumchlorid-Losungen werden mit 
dem oben genannten Puffer hergestellt. der Gra- 
dient wird mit 800 ui Stuhlextrakt Uberschichtet. die 
Zentrifugationsdauer betrfigt 65 - 72 Stunden. 

so Temperatur + 10°C, rpm 31.000. Nach Beendi- 
gung der Laufzeit wird der Gradient im unteren 
Bereich (Dichte 1 .2 - 1 .4) in Fraktionen von ca. 200 
ul gesammeit im oberen Bereich Dichte 1.1-1.2 
konnen grQflere Fraktionen entnommen werden. 

55 Die Dichte jeder Fraktion wird durch Messung des 
Brechnungsindex bestimmt. Alle Fraktionen werden 
ausgiebig gegen Puffer dialysiert und 50 ui jeder 
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Fraktion in NANB-Assay auf Non-A, Non-B asso- 
ziierende Substanz untersucht. Von den positiven 
Fraktionen wird die EiweiBkonzentration nach Lowry 
bestimmt. 



Verifizierung und Charakterisierung der Substanz 
c) Herstellung einer Gradienten-Page 

10 

Zwei Losungen mit verschiedenen Acrylamid- 
konzentrationen werden durch einen Gradientenmi- 
scher zu einem linearen Gradienten aufgeschichtet 
Die LQsung mft der hoheren AA-Konzentration 
enthailt auflerdem 15 % Saccharose, um Turbulen- is 
zen zu verhindern. Ansonsten sind die Losungen 
zusammengesetzt wie bei LAEMMLI (1970) be- 
schrieben. Dies gilt auch fUr das Kammgei. 

Die dialysierten und evti. eingeengten Fraktio- 
nen des Casiumchlorid-Gradienten werden mit 10 20 
til SDS f 10 ul Glycerin und 5 ixl beta-Mer- 
captoathanol, 5 ul Bromophenolblau pro 100 ul 
Probe versetzt und 3 Min. im Wasserbad gekocht 
Danach werden sie mit 5 Ul 0,1%igem Pyronin 
versetzt und auf das Gel aufgetragen. Laufzeit 3 25 
1/2 Stunden, Spannung 160 - 300 V, Stromstarke 
40 - 25 A, Leistung 20 W. 

Ca. 5 Min. vor Ende des Laufes wird noch 
einmal 5 ul Pyronin aufgetragen und der Lauf 
beendet, sobald Pyronin das Kammgei durchlaufen 30 
hat. Das Gel wird entweder mit Silber gefarbt 
(WRAY und Mitarbeiter 1981) oder ein Western- 
Blotting durchgefuhrt (TOWBIN und Mitarbeiter 
1979). Das Blotting wird Qber Nacht bei 0.5 A. an- 
schlieBend 1 Std. bei 1 A durchgefuhrt as 



d) Behandlung von Western-Blots 

Nach Beendigung des Blotting werden die ver- 40 
schiedenen Streifen (an den PyroninmarWerungen 
kenntiich) ausgeschnitten und mttgefQhrte Moleku- 
largewichtstandards mit Amido schwarz gefarbt 
Probenstreifen werden 24 - 72 Stunden in 1%iger 
Gelatine PBS-L6sung geschuttelt Die IgG-Fraktion 45 
eines Patienten bzw. die Fab-2-Fragmente dieser 
IgG-Fraktion werden mit Jod 125 (Chioramin T) 
markiert: 0.5 mCi auf 100 ug Protein. Dabei werden 
etwa 70 % der Aktivitat inkorporiert Der Tracer, 
dessen Volumen ca 2 ug Protein entsprechen so 
soilte, wird in 20 ml Gelatine/PBS verddnnt und 
damit die Streifen 12 Stunden unter SchUtteln in- 
kubiert. Danach werden die Streifen je 1 Stunde 3 
* mit Gelatine-PBS, 2 x mit PBS-Tween 0.5 % 
und 1 x mit Wasser gewaschen. Nach Trocknen 55 
der Streifen werden diese auf einen empfindlichen 
Rontgenfilm aufgelegt und bei -70 °C 2 - 7 Tage 
exponiert. 



Beispiel 2 

Nachweismethode fur HNANB-assoziierte Substanz 
im Stuhl 

Poiystyrol Beads (Plasticball company. Chi- 
cago) wurden mit Serum von rekonvaleszenten 
Patienten mit Non-A. Non-B-Hepatitis in einer 
Verdunnung von 1:200 in Carbonatpuffer. pH 9.2. 
0,01 Mol/I ( 12 Stunden bei Raumtemperatur in- 
kubiert. Die so beschichteten beads wurden mit 
phosphatgepufferter physiologischer Koch- 
saizlosung (PBS) ausgiebig gewaschen. Die Stuhl- 
proben wurden in Form einer 10 %-igen Stuhlsu- 
spension (g/V) 2 Stunden ber 37° C mit den wie 
oben geschichteten Poiystyrol Beads inkubiert, 
danach ausgiebig mit PBS, die 0,5 % Tween 20 
enthieft, gewaschen und danach 1 Stunde mit 
humanem IgG aus dem Serum von Rekonvalesze- 
nten von einer Non-A, Non-B-Hepatitis, das mit Jod 
125 markiert war, bei 37°C inkubiert. Nach neuerii- 
chem, ausfGhrlichem Waschen mit destilliertem 
Wasser wurden die an die Beads gebundene 
Radioaktivitat in einem Gamma-Counter aus- 
gezahlt Stuhiproben. bei denen die gebundene 
Radioaktivitat den dreifachen Wert der Negativkon- 
trolle erreichte, wurden als positiv fur das Voiiiegen 
der Non-A, Non-B-Hepatitis-assoziierten Substanz 
befunden. 

Jede der beigefQgten Tabellen 1 bis 4 wurde 
wie oben beschrieben erstellt und nach den ange- 
gebenen Kriterien ausgewertet Es wurde festge- 
stellt, daJ3 gema/3 Tabelle 1 bei Patienten einer 
gesicherten Non-A, Non-B-Hepatitis diese Substanz 
in einem grofen Prozentsatz der Falle gefunden 
wurde, 

6aB gemafl Tabelle 2 bei Verwendung dieses Es- 
says fUr diese Non-A. Non-B-Hepatitis-assoziierte 
Substanz bei einem Patientenkoilektiv mit einer 
Vielzahl von ganz unter schiedlichen Lebererkran- 
kungen, die aber nichts mit einer Non-A, Non-B- 
Hepatitis zu tun haben, die Substanz , wenn 
uberhaupt nur in sehr niedrigen Prozentsatzen ge- 
funden wird. 

Tabelle 3 zetgt, daB man wahrend der Untersu- 
chung von Patientenkollektiven mit Hepatitis ande- 
rer Genese. also entweder Hepatitis A oder Hepati- 
tis B zu einem sehr niedrigen Prozentsatz die Non- 
A, Non-B-assoziierte Substanz findet 

Es ist festzustellen, daB man bei den Non-A, 
Non-B-Hepatitis-Fallen praktisch immer. also fast 
30% positive Befunde hat wohingegen bei den 
Hepatitis A, Hepatitis A-Verdacht, Hepatitis B und 
Posthepatitis B Patienten die Zahlen erheblich nie- 
driger liegen. 

Die relative hohe positive Anzahl fUr die Sub- 
stanz bei chronischen Hepatitis B-Patienten laflt 
vermuten, daB es sich um eine Doppelinfektion mit 
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Non-A, Non-B und Hepatitis B handelt. 

Tabeile 4 zeigt folgendes: Erie Untersuchung 
an EmpfMngern mit einer Bluttransfusion, die prinzi- 
piell als Risikopatienten zu gelten haben, wet I bei 
Biutransfusionen haufig eine Non-A, Non-8-Hepati- 
tis Infektion eintritt. Es handelt sich urn eine pro- 
spektive Studie. 

Hieraus ergibt sich sehr deutlich, daJ3 abhangig 
vom Schweregrad der Folgen der Transfusion ein- 
erseits Patienten gar nichts geschehen ist. wo also 
diese Substanzen nur in sehr geringem Ma/te 
ausgeschieden worden ist. andererseits bei Patie- 
nten, bei denen die Krankheit erkennbar ist und bei 
denen. die eine ganz manifests Hepatitis haben, in 
Uber 70 % der Faile diese Substanz nachweisbar 
ist. 



Beispiel & tsolierung von ONA aus dem Stuhl und 
Klonierung von DNA-Sequenzen und deren Bnbau 
in entsprechende Vektoren. 

Einbau dieser DNA in Klonierungsvektoren. 

Aus dem Stuhl von Patienten mit Non-A, Non- 
B-Hepatitis wurden, wie in Beispiel 1 beschrieben, 
Non-A, Non-B-Hepatitis-assoziierte Partikel isoliert 
und, wie dort beschrieben, mit RNAs und ON As 
behandelt und Uber einen CSsiumchlorid-Gradie- 
nten gereinigt und ausgiebig dialysiert. Die dialy- 
sierten Fraktionen wurden auf die oben be- 
schriebene Art auf die Anwesenheit von NANB- 
assoziierter Substanz untersucht. Die Fraktion der 
Dichte von 1,3 g/ml im Casiumchloridgradienten 
wurde mit 50 Mikrogramm Proteinase K, 1 % SDS 
und EDTA in einer Endkonzentration von 10 mM/l 6 
Stunden bei 37° C verdaut Proteine wurden durch 
Extraktion mit 80 %-igem Phenol 
(GewichWoIumen) und Chloroform entfernt, und 
daraufhin die in der wassrigen Phase gelciste DNA 
in Gegenwart von 0,3 Mol/I Natriumacetat mit ein- 
em zweieinhaib-fachen Volumen an Athanol fUr 60 
Stunden bei -70 °C gefSlit Danach wurde zentrifu- 
giert und das Sediment einmal mit 70 %-igem 
Athanol gewaschen, getrocknet und daraufhin in 
TE-Puffer bestehend aus 10 mmol/l Tris, pH 8.0. 
und 1 mmol/l EDTA, in einem VolumenverhSltnis 
von einem Mikroliter/5 mg aufgearbeitetem Stuhl, 
aufgenommen. 

15 Mikrofiter dieser DNA-Stammlosung wurden 
in einem Gesamtreaktionsvoiumen von 50 Microli- 
ter mit 6 Einheiten Klenow-Polymerase (DNA-Poly- 
merase I, grofles Fragment). 1 Mikroliter einer 
Losung von dATP , dTTP und dGTP, jeweils in 
einer Konzentration von 1 mM/l, sowie 5 Mikrofiter 
aipha-32P-dCTP (3.000 Ci/mmol, 10 mCi/ml) im 
tnkubationspuffer f(3r Klenow-Polymerase nach den 
Angaben des Herstellers (Boehringer. Mannheim) 1 



Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 

Danach wurden 2,5 Mikroliter einer 1 mMoi/l 
dCTP-LQsung zugegeben und die Probe eine wei- 
tere Stunde bei Zimmertemperatur inkubiert. Nach 

s Inaktivierung des Enzyms durch Erhitzen auf 68°C 
fUr 10 Minuten wurde die Reaktionsloung auf 0°C 
abgekuhlt Danach wurde das Reaktionsgemisch 
zusammen mit 2 Einheiten T4-DNA-Ligase, 1 Mi- 
krogramm phosphorylierter EcoR-l-Linker und 6 Mi- 

w kroliter 10 mM ATP-L3sung fOr 16 Stunden bei 
16°C inkubiert. Das Reaktionsgemisch wurde 
danach auf eine Endkonzentration von 150 mMol/l 
NaCI eingestellt und mit 240 Einheiten EcoR-l Re- 
striktionsendonuclease (80 Einheiten/Mikroliter) 3 

rs Stunden bei 37° C verdaut. Die Reaktion wUrde 
durch Zugabe von 5 Mikroliter 80 %-igem Phenol 
und 1 Mikroliter 20 %-igem SDS gestoppt. Die 
radioaktiv markierte und mit Linkem versehene 
DNA wurde von Safz und nicht legierten Linkem 

20 uber eine Sepharose 4B-CL-Saule (3 ml 
SMu ten volumen, 25 cm LMnge) abgetrennt und mit 
2,5 Volumina Athanol 16 Stunden bei -70°C gefSllt. 
Die prazipitierte DNA wurde 10 Min. bei 14.000 g 
zentrifugiert und das Sediment bei 150 Mikroliter 

25 70 %-igem Alkohol gewaschen, getrocknet und in 
10 Mikroliter TE-Puffer aufgenommen. 



Beispiel 4: Enbau der isolierten DNA in lambda- 
30 Phagen und Transfektion auf Bakterien. 

Zur Ligation mit der Vektor-DNA wurden 2 Mi- 
krogramm DNA des Phagen-lambda 1149 mit 2 
Einheiten EcoR-l (4 E/Mikroliter) in einem Gesam- 

35 treaktionsvolumen von 6 Mikroliter 
(Inkubationspuffer nach Angabe des Enzymherstel- 
lers (Boehringer, Mannheim) 1 Stunde bei 37°C 
inkubiert Dann wurde das Enzym durch 10- 
minOtiges Erhitzen auf 68°C inaktlviert Diese 

40 Ldsung wurde mit 3 Mikroliter markierter DNA, die 
wie im vorigen Beispiel beschrieben, isoliert wurde, 
1 Mikroliter 5 mM ATP und 1 unit T4-DNA-Ugase 
bei Raumtemperatur (igiert. 4 Mikroliter dieses 
Reaktionsansatzes wurden in lambda-PhagenhOllen 

45 verpackt (unter Verwendung eines fertigen Verpak- 
kungsextrakts der Rrma Giga-Pack, Vector-cloning 
systems). Mit diesen verpackten Phagen wurde der 
Escherichia Coli Stamm NM 514 infiziert. Zum sc- 
reening auf das Vorhandensein eingebauter DNA 

so wurden ca. 10 s "plaque forming units" auf 22 x 22 
cm screening plates der Rrma Nunc ausplattiert 
und Uber Nacht bei 37° C inkubiert. Phagen-ONA 
wurde auf Nitrozellulosefilter durch Abklatsch 
ubertragen und die so erhaftenen Abklatschfiiter 

55 wurden mit 1 Mikroliter der oben beschriebenen 
radioaktiven DNA Stammlosung gemafl Maniatis et 
al. (1982) hybridisiert, gewaschen und 6 Std. bei 
70°C autoradiographies 
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Von 70 positiven Hybridisierungssignalen wur- 
den 17 zugeordnete Phagenkolonien in einer 
Dichte von ca. 5 Plaques pro cm 2 ausplaziert. Nach 
plaques purification nach BENTON und DAVIS 
(1978) wurden von den schliefllich erhaltenen 16 5 
positiven Plaques Lysate hergestellt. Mehrere die- 
ser Phagen enthielten DNA-lnserte in einer Lange 
zwischen 0,3 und etwa 1 ,5 KB, die mit einer Probe 
der ursprunglichen DNA-Stammlosung hybridisier- 
ten. '0 



Beispiel 5: Charakterisierung eines DNA-Fragme- 
ntes von 0,45 KB und Subklonierung dieses Frag- 
mentes in einem Plasmid PUC 19 in Escherichia is 
coli. 

Das DNA-Fragment wurde durch Verdauung 
mit -entsprechenden Restriktionsendonucleasen 
(EcoR-l) unter den oben bereits beschriebenen Be- 20 
dingungen aus dem der Phagen DNA entfemt, das 
Fragment dann auf Agarose Gel von der lambda- 
Phagen DNA getrennt und die dem Insert entspre- 
chende DNA-Bande aus dem Gel ausgeschnitten 
und eluiert Die solcherma/ten isolierte Insert-DNA 25 
wird dann genau wie oben beschrieben, in Vektor- 
DNA PUC 19 hineinligiert und dann auf Escherichia 
coli Stamm DH 1 transfiziert Nach Selektion von 
BakterienstSmmen, die dieses Plasmid mit dem 
eingebauten Hepatitis Non-A, Non-B-DNA-lnsert 30 
aufgenommen haben und vermehren wurde die 
ZQchtung dann durchgefOhrt und wie bei T. Mania- 
tis et al. 1982. in "Molecular Cloning, a laboratory 
manual." beschrieben, aufgearbeitet 

Das gleiche Insert wurde radioaktiv markiert 35 
und mit Southern-Analyse auf Hybridisierung mit 
dem DNS-Ausgangsmaterial. DNS-Extraktionen aus 
StQhlen von Kontrollpersonen, Hepatitis B-Virus- 
DNS und Escherichia coli Plasmid PBR 322 
geprilft 40 

Beispiel Nachweis von Non-A. Non-B-assoziier- 
ter DNA im Serum 

46 

2 - 5 ml Serum werden bei 150.000 g 2 Stun- 
den zentrifugiert Das Sediment wird in 200 ul 
Proteinase K-Losung (0,5 mg/ml + 10 mmoi 
- EDTA) bei 37°C 1 Stunde verdaut Danach werden 
zu dieser Losung 165 ul einer heifl gesattigten 50 
Natriumjod Losung (2.5 g Natriumjodid/ml H,0, 

- 20 * SSC (Standard Saline Citrat) entspricht 3 M NaCI. 1 

55 

- SDS Natriumdodecylsulfat 



75 °C) gegeben (Endkonzentration 12,5 M). Diese 
Losung wird 10 Minuten auf 90 °C erhitzt und un- 
mittelbar durch Nitrozellulosefilter mittels Vakuum 
filtriert (Dot-Blot-Apparatur, Schleicher + Schiili). 
Nach der Ritration wird die Nitrozellulosefolie 3 x 
mit 70%igem Athanol gewaschen und darauf 10 
Min. bei Raumtemperatur in 100 ml Es- 
sigsaureanhydrid (100 ml 0.1 M Triathanolamin + 
250 ul Essigsaureanhydrid) inkubiert. Nach der In- 
kubation wird die Folie im Vakuum bei 80 °C 1 - 2 
Stunden gebacken. Die trockene Folie wird in Vor- 
hybridisierungslosung gebracht und 3 Stunden bei 
65° C inkubiert (6 x SSC, 1 x Denhardt 0.5 % 
SDS, 20 ug/ml Hitze denaturierte Heringssperma- 
DNS entsprechend den Angaben in: Maniatis. 
Molecular Cloning, 1982). Mittels Nick-Translation 
(siehe Maniatis. Molecular Cloning, 1982) mit 32P- 
markierte Probe Uber Nacht unter 
Prlhybridlsierungsbedingungen inkubiert. Danach 
wird die Nitrozellulosefolie 3 x gewaschen (1) 6 x 
SSC. 1 x Denhardt 0,5 % SDS, 20 ug/ml 
Heringssperma-DNA. 2). 1 x SSC. 0.5 % SDS, 1 x 
Denhardt, 3). 0.1 x SSC + 0.05 % SDS). Nach 
Trocknen der Folie wird diese auf einen 
Rontgenfilm (Kodak X-Omat) aufgelegt 
(Autoradiographiezeit 6 Stunden bis 2 Tage bei 
-7O 0 C). 

Bei Seren mit hohem Gehait an HNANB-Viren 
kann die Ankonzentrierung von 2-5 ml Serum durch 
Zentrifugation entfallen und die Seren nach 
Proteinase-K-Verdauung entsprechend der Metho- 
de (Seelig et al., klinikarzt 2/1985, Seite 86 ff) 
direkt auf Nitrozellulose aufgetragen werden. (s. 
Bsp. 7) 



Beispiel 7: HNANB-DNA-Nachweis im Serum 

200 ul Serum werden mit 75 ul Proteinase K- 
LQsung (Boehringer) (4 mg/ml) und 25 ul 0.5 M 
EDTA bei 37°C 1 Stunde inkubiert Das Inkubat 
wird mit 100 ul 1 N NaOH 10 Minuten bei Raum- 
temperatur inkubiert und mit 250 ul 2 M NKOAc 
neutralisiert 500 ul des Ansatzes (entsprechend 
181 ul Serum) werden auf Nitrozellulose aufgetra- 
gen (Dott-BIott-Apparatur Schleicher + SchUII). 
Nach nochmaiiger Neutralisierung mit 250 ui 2 M 
NahLOAc werden die Filter in Vakuum bei 80°C 45 
Minuten getrocknet Die Filter werden in 6 x SSC w 
, 0.5 % SDS " , 1 x Denhardt-LQsung ™ und 20 
ul/ml Hitze denaturierter (5 Minuten, 1 00°C) 

5 M Natriumcitrat 



- 100 x Denhardt-Losung entspricht 2 % Rcoll: 2 % Polyvinylpyrolidon, 2 % Bovin SerumaJbumin. 
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Heringsperma-DNA bei 65 °C 3 Stunden 
prahybridisiert. Zur Hybridisierung die iiber Nacht 
unter Prahybridisierungsbedingungen erfolgt, wird 
das durch Nick-Translation mit 32P-markierten In- 
serts der Phagenclone verwendet (spezifische Akti- 
vitat ca. 1 - 2 x 10" cpm/ug DNA). Die Filter 
werden danach jeweils einmal 20 Minuten bei 65 °C 
mit 6 x SSC, 1 x Denhardt-Losung, 0,5 % SDS. 
20 ug/ml denaturierter Heringssperma-DNA, 
danach mit 1 x SSC. 0,5 % SDS 1 x Denhardt- 
Losung und 0,1 x SSC, 0,05 % SDS gewaschen 
und bei 80° C getrocknet Die Autoradiographie er- 
folgt mittels Rontgenfilm und Verstarkerfolie 
(intensiv fying screens Kodak) mit einer Autoradio- 
graphiezeit von 6 - 48 Stunden bei -70°C. 



Beispiel 8 

Dieses Beispiel zeigt eine einfachere Variante 
bezQglich der Probenvorbereitung zum Dot Blot: 

1 ml Serum wird mit 350 ul Proteinase K- 
Losung (3 mg/ml Proteinase K, 10 mM TRIS pH 
7,5. 0.5 mM EDTA. 0,5 % SDS) und 125 ul 0.5 M 
EDTA 30 Min. bei 37°C inkubiert Darauf wird die 
LcJsung mit 8 ml 2 M TCA (pH 7,0), 3,2 ml 2 
MNHA. 20 ul t RNA (10 mg/ml) und 5.3 ml H,0 
auf 16 ml verdQnnt und die DNA mit 10 ml Isopro- 
panol bet Raumtemperatur fUr 30 Min. gefSllt Die 
DNA wird abzentrifugiert (15 Min. bei SOOOrpm), 
das Pellet mit 2 ml 70 % Ethanol gewaschen und 
in 600 ul 10 mM TRIS pH 8.4 und 1 mM EDTA 
aufgenommen, einmal mit Phenol, einmal mit Ch- 
loroform extrahiert und nochmals gefSllt. Aliquots 
der gefUllten DNA kQnnen Kir die Dot Blots Oder 
fur RestriktionsanaJysen eingesetzt werden. 

Die Darstellung von partikelassoziierter DNA 
aus Stuhlproben erfolgt in gleicher Weise. Stuhlsu- 
spensionen werden allerdings vorher steril filtriert 
und mit PEG gefMllt. 



Beispiel 9 

Wenn nur relativ wentg der N-A. N-B-assoziier- 
ten Substanz vorliegt. hat es sich aJs zweckmaflig 
erwiesen. die DNA durch Amplifizieren nachzuwei- 
sen: 

Der Nachweis von Non-A, Non-B-DNA im 
Serum kann zweckmSflig durch Hybridisierung mit 
radioaktiv markierter klonierter Non-A, Non-B-DNA- 
Probe nach vorangehender spezifischer enzymati- 
scher DNA-Amplifizierung nach bekannter Methode 
(SAIKI et al.. Science 230, 1350. 1985) erfolgen. 

25 ul Serum + 50 ul NaJ (gesattigte Ldsung) 
mischen und 2 Min. bei 37°C inkubieren. danach 
10 Minuten bei 0°C inkubieren. Das Inkubat wird 
auf eine Polycarbonatmembran (z.B. Uni Pore von 



Firma BioRadLab) gegen TE-Puffer (10 mmol Tris; 
1mmol EDTA) 20 Min. dialysiert. 5 ul des Dialysats 
werden fUr die spezifische enzymatische DNA-Am- 
pliffkation entnommen. Die Amplifikation erfolgt 

5 nach bekannter Methode (SAIKI et al. 1985) mit 
Hilfe von je 0.5 ug Oligoprimer (Paar A und B bzw. 
C und D). Die Oligoprimer-Paare werden nach be- 
kannten Sequenzierungsdaten mittels eines ONA- 
Synthesizers (Applied BioSystem 381) hergestellt. 

w Nach Amplifizierung wird das Reaktionsgemisch 
auf einem 2%igen Agarosgel elektrophoretisch auf- 
getrennt. danach auf eine Nylonmembran (Qenofit) 
transferiert und mit einer nach FEINBERG et ai. 
1983 (Annal. Biochem. 132, 6-13) mit ^P markier- 

rs ten klonierten HNANB-DNA-Probe hybridisiert. 
Nach Autoradiographie werden positive Resultate 
anhand mrtgefOhrter Standards und LSngenmarker 
identifiziert. 

20 

Beispiel 10 

Nachweis von DNA in geprilft infektiSsem Plas- 
maderivat Renger F. et ai. verofferrtlichten in 

25 "Deutsches Gesundheitswesen" Vol. 36, S. 560- 
563 (1981) eine Studie Qber eine kontrollierte 
Hepatitis Non-A, Non-B-Epidemie, ausgelSst durch ~ 
die Appfikation infektioser Antirhesusfaktor D Im- 
munglobulinpr^parate. Die Herkunft dieser kontami- 

30 nierten Prlparate konnte vollkommen aufgekiSrt 
werden. Nach Appfikation dieses anti-D-PrMparates 
erkrankten 79 % von 116 immunisierten - 
schwangeren Frauen. Dieses antr-D-PrMparat 
(Charge I Ampulle A und C) sowie eine Charge mit 

35 niedriger InfekQositMt (Charge II Ampulle B und D). 
die durch das selbe S&ulensystem gereinigt wurde. 
standen zusammen mit KontrollprMparationen 
(Gammavenin, Endobolin. Rhesonatlv) zur 
VerfOgung. Diese PrSparatlonen wurden zusammen 

40 mit Pufferkontrollen. Hepatitis B-Virus-haitlgem 
Serum. Positivkontrollen mit clonierten Virus-DNA- 
Fragmenten eingesetzt. Der Nachweis erfolgte mit- 
tels DNA-Amplifikation durch die Primer 237-238 
(entstammen dem 0.4 Kb EcoRI-Fragment). 

4$ 

Ergebnisse: 

In mehrfachen. unter verschiedenen Bedingun- 
so gen durchgefOhrten Experimenten. fand sich nach 
Amplifikation ein starkes Signal in der Charge t 
(Ampulle A und C). ein schwaches Signal bei guter 
Amplifikationsausbeute in der Charge II (Ampulle B 
und D). Die drei Kontroll-Lyophilisate Gammavenin. 
55 Endobolin und Rhesonativ ergaben kein Signal. Der 
Zusatz von Hepatitis B-Virus-Genomspezifischen 
Primem zu den verschiedenen Gammaglobulin- 
Priparationen ergab ebenfalls keinen Hinweis auf 
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die evtl. Kontaminierung mit Hepatitis B-Genom. 
Die mitgefiihrten Kontrollen dienten der Beurteilung 
der Effizienz der Ampfifikation sowohi mit HBV- 
spezifischen Primem als auch mit Non-A, Non-B- 
spezifischen Primern. Der Nachweis der Identitat 
der in der infektiosen Charge befindlichen DNA mit 
der DNA aus den Feces eines Patienten mit Hepa- 
titis Non-A. Non-B sprechen fur die Identifizierung 
einer in Hepatitis Non-A, Non-B-implizierten DNA. 

Die Untersuchung von weiteren 57 Stuhlproben 
von Patienten mrt sporadischer und posttransfusio- 
neller HNANB mittets Radioimmunoassey wie in 
den vorhergehenden Beispielen beschrieben und 
im Dot-Blot-Verfahren, ergab eine signifikante Kor- 
relation der beiden Untersuchungsverfahren hin- 
sichtfich nachweisbarer HNANB-assoziierten Sub- 
stanz (RIA) und nachweisbarer DNA (Dot-Blot 
siehe Beispiel 7). 

Die beigefugten Abbildungen erlautern die Er- 
findung: 

Rg. 1 ist die Sequenz des Genoms 

Rg. 2 ist eine Ubersicht uber die Schnittstel- 

ten mit EcoRI sowie die offenen Leserahmen und 

Leseraster 

Rg. 3 und 

Rg. 4 zeigen den Plus-und Minusstrang einer ca. 
0,3 Kb Sequenz, also einer Teilsequenz des 
Genoms 

Rg. 5 zeigt den offenen Leserahmen, und 
zwar die Leseraster 1 A, 2A und 3A, und 

Rg. 6 zeigt den offenen Leserahmen fur die 
Leseraster 1B, 2B und 3B. 

Die Sequenzierung der in den Rguren bei- 
gefUgten Sequenzen erfolgte nach der Sanger-Me- 
thode nach Umklonieren von PUC 8 in M 13 bzw. 
Biuescript Vektor. 

Die Charakterisierung dieser in Rg. 1 gezeig- 
ten ursprQnglich vorliegenden aus Stuhiisolaten iso- 
lierten DNA zeigt, dafl es sich um eine partiel! 
doppelstrangige zirkulare DNA handeit 

Die DNA zeigt Verwandtschaft mit HBV-DNA. 
Wenn ein kioniertes 0,45 Kb Fragment Oder gerei- 
nigtes Stuhlmaterial mrt ^P markiert und in einer 
Southern-Analyse an HBV-DNA hybridisiert wurde. 
ergaben beide Proben ein Signal, ailerdings etwa 
1000-fach geringer als mit sich selbst. Plasmid 
pBR 322 und Lambda Phage ergaben kein Signal. 
In Vorversuchen konnte die gereingite Stuhlprobe, 
ohne denaturtert zu werden, sehr gut mit dem 
kleinen Fragment der Ecoli Polymerase markiert 
werden. 

Mit Klenow Polymerase behandelte Stuhlprobe 
migrierte in einem Agarosegel deutiich langsamer 
als die unbehandelte Probe. Dies spricht dafOr, da/3 
die untersuchte DNA, ebenso wie HBV-DNA, par- 
tiel! doppelstrangig ist. Die Ergebnisse und Be- 
handlung mit Restriktionsenzymen und Primerex- 
tension beweisen eine circulars Struktur der DNA. 



Die mehrfach durchgefUhrten Sequenzanalysen 
beider DNA Strange ergaben 4998 Basenpaare. 
Die Sequenz ist vom 5'-zum 3'-Ende dargestellt, 
die Nummerierung mit 1 beginnt im ersten Nucleo- 

5 tid des 2.5 Kb EcoRI-Fragments in dem DNA- 
Strang, der die groflen offenen Leserahmen enthait 
(siehe Abb. 2). Ein in der Darsteliung nicht gezeig- 
tes DNA-Fragment von ca. 10 bis 20 Basenpaaren 
wurde experimentell nachgewiesen und grenzt an 

io die 2,5 und 1,5 Kb EcoRI-Fragmente und bedingt 
also den Ringschlu/5 der linear abgebildeten DNA 
(vgl. Abb.2). Der Nachweis dieses Fragments wur- 
de durch ein Amplifikationsexperiment erbracht. 
wobei gereinigte Virus-DNA mit Klenow Polyme- 
rs rase und den beiden synthetischen Primern 13 und 
17 inkubiert und die DNA-Sequenz zwischen den 
Primem mehrfach ampliflziert und nach Elektro- 
phorese durch Southern-Analyse nachgewiesen 
wurde. Da die beiden Primer an den beiden Enden 

20 der sequenzierten DNA liegen, kann eine Amplifi- 
zierung eines Fragmentes nur erfolgen, falls die 
DNA zircular vorliegt Das Virus-Genom besitzt 
damtt eine GesamtlMnge von 5.010 bis maximal 
5.050 Basenpaare. Dieses Resultat wird zusatzlich 

25 durch unabhangige Southern-Analyse des Genoms 
bestatigt Die Restriktionskarte des Genoms liegt" 
vor. Die Reihenfolge z.B. der einzelnen EcoRI- 
Fragmente ist 1 ,5 / 0,45 / 0,3 / 0,15 und 2.5 Kb. 
BezGglich besonderer Merkmale der Sequenz 

30 ist auszufQhren, da£ eine lange palindromische 
Sequenz (Hairpin) zwischen den Basenpaaren 
2.097 und 2.149 am Ende eines offenen Leserah- 
mens liegt (Pos. 4, Abb. 2). 

An der Position 424 und 3.303 befindet sich je 

as eine "CTG^-Box. Bei der CTG-Box von 3.303 be- 
finden sich auch 2 Repeats, die Sequenzhomologie 
mit den direkten Repeats der Hepadnaviridae auf- 
weisen. 

Die offenen Leserahmen finden sich 

40 hauptsachlich nur auf einem Strang. Der andere 
Strang tst wie bei Hepatitis B-Virus-DNA bis auf 
kieinere Peptide geschlossen. Wahrend der offene 
DNA-Strang ohne weitere Modifizierung fur Pro- 
teins bis zu Mofekufargewichten uber 40.000 codie- 

45 ren kann, sind im KomplementSrstrang weite Berei- 
che aller drei Leseraster geschlossen bis auf 5 
Peptide von einem kleineren Molekulargewicht von 
ca. 6.000 (siehe Abb. 2 und Abb. 5 und 6). 

Alle Qberlappenden Clone ergaben fur die 

so gleiche Sequenz identische Resultate mit einer 
Ausnahme, wo an der Pos. 2.381 in einem Fall G f 
in einem anderen Fail A gefunden wurde. Ein 
Sequenzierfehler ist auszuschlieflen. 

Das gibt einen Hinweis darauf, was durch wei- 

55 tere Befunde bestatigt wird. da/J Abweichungen von 
einigen Prozent, insbeondere 1 bis 2 %. in der 
Regel keinen Enflufi auf die Funktion der Sequenz 
haben, so dai3 funktionelle Aquivalente Abweichun- 
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gen bis 5 %, insbesondere bis 2 % von der Grund- 
struktur haben kdnnen. Das gleiche gilt auch fiir 
die von solchen ONAs kodierten Proteinen. 

Zusammenfassend laflt sich somit folgendes 
sagen: 

Die Non-A, Non-B-assoziierte Substanz ist gekenn- 
zeichnet durch die signifikante Bindung an Immun- 
giobuline und die Bindung an Fab2-BruchstGcke 
gereinigben IgGs, durch Bindung an nicht kollagen- 
bindende Rbronectinspaltprodukte sowie durch die 
Infektiositat gegenuber menschlichen Zellkulturli- 
nien, die morphologisch darstellbar sind durch 
virustypische Veranderungen derseiben und 
molekulargenetisch durch den Nachweis einer 
spezifisch hybridisierenden, gelelektrophoretisch 
bei einer scheinbaren GrQfle von 3,2 KB wandern- 
den DNA (ungeschnitlen und unter nativen Bedin- 
gungen), innerhaib dieser Zellkuituren. 

Die in den infizierten Zeilen sowie im Serum 
von Non-A, Non-B-Hepatitis-Patienten nachweis- 
bare DNA hybridisiert mit der aus Non-A, Non-B- 
Substanz isolierten, ca. 5 KB groi3en DNA bzw. der 
aus diesem Material hergestellten kfonierten DNA. 

Die gesamte Sequenz von ca. 5.000 Basenpaa- 
ren gemSfl Rg. 1 und eine Teilsequenz von ca. 
300 Basenpaaren gemafl Rg. 3 und 4 der Wonier- 
ten DNA wurden bestimmt und mit bekannten men- 
schlichen DNA-Sequenzen, Phagen-ONA-Sequen- 
zen. Plasmid-DNA-Sequenzen und bekannten pu- 
blizierten Virus-DNA-Sequenzen verglichen. Sie 
entsprechen nach diesen Daten keiner bisher be- 
schriebenen Sequenz. Nach dem offenen Leserah- 
men der Sequenz kann man ROckschlQsse auf die 
kodierten und exprimierten virusspezifischen Pro- 
teine Ziehen. Damit kann man die hydrophilen und 
hydrophoben Regionen innerhaib der Peptide ide- 
ntifizieren und somit ist die Hersteilung syntheti- 
scher Peptide aus den moglichen antigenen Epito- 
pen in den hydrophilen Regionen mQglich. 

Die gefundene DNA, insbesondere die auf die- 
ser DNA sich befindlichen Gene kdnnen zur Inser- 
tion in entsprechende Expressionsvektoren, wie 
Zeilen und Bakterien (z.B. E.coli und Hefen, wie 
Syccharomyces cereviciae sowie Zellkuituren), und 
damit zur Hersteilung von Virusantigenen benutzt 
werden. Damit ist die Diagnostik und die Herstei- 
lung von Immunreagentien und Vaccinen moglich. 
Bei der Diagnostik sind insbesondere die Untersu- 
chung auf InfektiosrtSt 

(Blutkonservenuntersuchung) und die Diagnose ein- 
er akuten, chronischen Oder zeitlich 
zuruckiiegenden Infektion zu nennen. In Zellkuitu- 
ren hergestellte Antigene sowie die entsprechen- 
den, durch diese Virus-DNA in vivo und in vitro 
synthetisierten Proteine kdnnen zur Erstellung 
immunologischer Diagnostika benutzt werden. Die 
DNA-Sequenz laflt sich zur Identifizierung potentiel- 
ier Virusproteine und deren synthetischer Herstei- 



lung, also die Hersteilung synthetischer antigener 
Peptide, verwenden, ebenso wie sich die DNA bzw. 
DNA-Teilsequenzen zur Hersteilung synthetischer 
DNA oder RNA bzw. DNA-oder RNA-Fragmente 

5 und fQr den Einsatz derseiben als Sonden Oder 
Primer fur die Diagnostik einsetzen lassen. 
Schliefllich kann man die DNA bzw. die erstellte 
DNA-Sequenz zur Hersteilung synthetischer Vlren 
(vollkommene DNA-Synthese) und zur Insertion 

io von synthetischer DNA oder DNA-Fragmente in 
entsprechende Vektoren verwenden, urn Virusex- 
pressionsprodukte zu erhalten. 



75 Ansprtiche 

1. NANB-Hepatitis assoziierte DNA, enthaftend 
vor allem die DNA nach Rgur 1 sowie funktionelle 
Squivalente und Teilsequenzen davon. 

so 2. NANB-Hepatitis assoziierte DNA nach Ans- 
pruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl sie 
hochstens 5 %, insbesondere hSchstens 2 % Ab- 
weichung von der Struktur und/oder der Ket- 
tenlSnge der DNA nach Rg. 1 zeigt. 

25 3. NANB-Hepatitis assoziierte DNA nach Ans- 

pruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet dafl sie " 
partiell doppelstrSngig zirkul^r und aus einem 
NANB-Hepatitis assoziierten Partikel bzw. aus Virus 
isoliert ist. 

30 4. DNA-Teilsequenz nach Anspruch 1 -3, 
dadurch gekennzeichnet, dafl sie Rg. 3 bzw. 4 mit 
maximal 5 %, vorzugsweise maximal 2 
%^bweichung entspricht. 

5. Proteine, dadurch gekennzeichnet, dafl sie 
35 durch eine DNA nach Anspruch 1 bis 4 kodiert sind 

oder derart kodierten Proteinen entsprechen. 

6. Proteine nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl sie den Sequenzen der offenen Lese- 
rahmen gemSfl Rg. 5 und 6 entsprechen. 

40 7. Verfahren zur Hersteilung der NANB-asso- 
ziierten DNAs nach Anspruch 1 -4 (sowie der Pro- 
teine nach Anspruch 5 und 6) aus Stuhl, Gewebe, 
KSrperflUssigkeiten oder Viruskulturen, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das Ausgangsmaterial, ggfs. 

45 nach vorheriger Sterilfiltration und FSIIung mit PEG 
bei Stuhfsuspensionen, mit DNase und ggfs. 
RNase zur Verdauung inkubiert wird, dann ein 
Dichtegradient. insbesondere CsCI. d = 1 ,3, ange- 
legt wird, worauf Dialyse, Verdauung mit Proteinase 

so K, Phenolextraktion, Athanoifdlfung und ggfs. Ex- 
traktion und emeute Fillung und Isolierung sowie 
ggfs. Klonen und ggfs. exprimieren in entsprechen- 
den Vektoren erfolgen. 

8. Verwendung der DNAs nach Anspruch 1 bis 

55 4 als DNA-Sonden zur Diagnose, insbesondere 
nach klassischen Hybridisierungsverfahren, oder 
zur Expression in geeigneten Vektoren. 
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9. Verwendung der DNAs nach Anspruch 1 bis 
4 zur Synthese von Proteinen zur Erzeugung 
immunologischer Reagentien fur den Nachweis von 
NANB-Hepatitis und zur Erzeugung von Impfstof- 

fen. 5 

10. Verwendung der DNAs nach Anspruch 1 
bis 4 oder der auf diesen DNAs befindlichen Gene 
bzw. der entsprechenden DNA-Sequenzen zur Her- 
stellung synthetischer Viren und zur Insertion der 
natUrlichen oder synthetischen DNAs oder DNA- to 
Fragmente in entsprechende Vektoren zur Bildung 

von Virusexpressionsprodukten und zur Herstellung 
von Virusantigenen. 

75 
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Fig. 1, s. 1 

FILE: TONGA.DNA SEQUENCE: 4998BP; 996 A; 1130C; 1087 G; 

*** SEQUENCE LIST *** (DOUBLE) 

10 20 30 40 50 fin 

5| GAATTCTGCC TCTTCTGTTG ATTCTGATGT TGCCTCCGGT GCTTCIGGIC TTCHraTRT 
CTTAflCACGG AGAAGACAAC TAAGACTACA ACGGAGGCCA OGAAGACCAG AAGAACCGCC 

7° 80 90 100 110 120 

iv.-1-rriaaG AATTTAGGCA C Umi ' l'l ' IT CTOTO CTCCTITCCT Troraaoi' 
AGAAAAC5GTC TTAAATCCGr GCAAAGAAAA GAGACAAAGA GAGGAAACGA AACCGCGACA 
13 0 140 ISO 160 170 180 

lUrivriUA ATGCTTATIA GAftAQQCGGP TGACGGATGA CTTITCITCA TTTCTTCAAA 
AGAAGAAGCT TACGAATAAT CTTTCCGCCA ACTGCCTACT GAAAAGAACT AAAGAAGTIT 

190 200 210 220 230 240 

TCftbUTlTiA ACCTITTCGG TPCTGGDGGC GCTCTCGTCA TTOCCGITOT ' imTlTlSl ' 
AGTCAAAAAT TGGAAAAGCC AAGACCACCG CGAGAGCAGT AACGGCAACA ACAAAAAGAA 
250 260 270 280 290 300 

CTCGGCCTCG CTATTEATAA GTTCGIAAAG GA1TCGITGC CAIGCTAGAC TTTGTrTCCG 
CAGOCGGAGC CATAAATATT CAAGCATITC CTAACCAACG GIACCATCTG AAACAAAGGC 

310 3 20 330 340 350 360 

CTCTTOGCCT TTTTACCTCG TTIATCGCCA ATCT3CITTC TATTTCCTTT ITlUdLil ' l ' llj 
GAGAACCGCA AAAATGGAGC AAATAGCQGT TACAOGAAAG ATAAAGGAAA AAACCGAAAC 

37 0 38 0 390 400 410 420 

GEACTPTTGG CAAOTITAffr TO GGl'l'lXJlXJ TTTTGCTTTC GCITCEIGQC TTTGTTCTCT 
CATGAAAACC GTTGAAATAA AACCAAACAG AAAACGAAAG CGAACAACCG AAACAAGAGA 

jjjjjO 440 450 460 470 480 

CTGGGCrrTG GGATGGAGGT GATAAATAGT GGAAATCCCT ATTATTATCA ATACTTGGGT 
CAOOQGAAAC CCEACCTCCA CTATTTATCA CCTTTAGGGA TAATAATAGT TATGAACCCA 
490 500 510 520 530 540 

TGATGCTGAC GGCGTEACCG TCTATACAGT GCAGTATAAA GATGGTAGCA CTTCCGAIAT 
ACEACGACTC CCGCAATGGC AGATATCTCA CGTCATATTT CTACCATOCT GAACGCTATA. 

550 560 570 580 590 600 

GACCCTCCAG CAGTATGATT ATCTCAAGGC ATCCGCGCAG GCTGTOGCCG ATATGGACTC 
C3X3GCAGGTC GTCATACTAA TAGAGTTOCG TAGGCGCGTC CGACAGCGGC TATACCTGAG 
610 620. 630 640 650 660 

TAAAGCCGCT GCTGATOCTC CTTCGGAAGC TGCTCCTCCT CCCGAGGAAC CTGCACAGAA 
ATITCGGCGA CGACTAAGAG GAAGCCTTCG ACGAGGACGA GGGCTCCTTC GACGTCTCTT 

mrrrn 670 680 690 700 710 720 

TATTA1TGAA TCTCCTCACC TCCGCGAAGG TTATGTGCCG CAGGAAGAAG AATmCCTTT 
ATAAIAACTT AGAGGACTGG AGGCGCTTCC AATACACGGC GTCCTTCTTC TTAATGGAAA 
730 740 750 760 770 7ftn 

TCAGGGGAGT TEAACCGCTT ATGATGACCG- CGCAGCAGAT ACTCCGGCTT TGTATGCTAA 
ACTCCCCTCA AATTGGCGAA TACTACTGGC GCGTCGTCTA TGAGGCCGAA ACATAGGATT 
790 " 800 810 . 820 830 840 

TCTCCCIAAC GTCTCTAATA GTTTCACTAC TATTATGGAT TGGTTCGGAG AEft mi ' l ' l ' l ' l ' 
AGAGGGATTC CAGAGAITAT CAAAGTGATG ATAATACCTA ACCAAGCCTC TATGCAAAAA 
850 860 87 0 880 890 900 

TATCGAACGT ACTCAGACGG TGCACAAGTC CGGCTAXACG TCTGAAAGGT A3TCCTATAA 
ATAGCTTGCA TGACTCTGCC AGGTCITCAG GCCGATATCC AGACTITCCA TAAGGMMT 
910 " 920 93 0 940 950 960 

CAGCTOGACr CAACITATTC AGCITCCITA TGCGGAGGAT TCCACTACTA CGTCTCAGGT 
GTCGAGCTGA GTTGAATAAG TOGAAGGAAT ACGCCTCCTA AGGTGATGAT GCAGAGTCCA 



0 279 460 



Fig. 1, s . 2 

■ ™, 970 980 990 1000 1010 1020 

TCTCAATCCG CAAGCITCCG TTTCTGCTTT GCITGITGTC CTTC7TCTTCG TTACEACTCT 
AGAGTIAGGC GITCGAACGC AAAGAOGAAA CGAACAACAG GAACAGAAGC AATCATCACA 

1030 1040 1050 1060 1070 10SO 

TACTrGGATT AAAAACGCGA TTTCGGGGQ3 CATGACTTAA KSWTOT ACCITTRCAe 
ATGftflCCTAA TnTTGCGCT AAACCOCCGC GTACTCAATT ACCTTTAAGA TGGAMTGTC 

1090 1100 1110 1120 1L30 1140 

miwxxiui GTATCITCrC TGTCCCCGAA AITGGCTATT TCRTTGTCTr CGCTCCTCTT 
AEAACAAAGC CATAGAAGAG ACAGGGGCTT TAACCGATAA ACTAACAGAA GCGACGACAA 

1150 HoO 1170 1180 1190 1200 

TTCTCTITCT TGGTCOTCCT GCTCOGTCOG TCACAGGTCC CATAAATATT ATTAIGAAAG 
AAGAGAAACA. ACCAGGAGGA OGAGGCAGGC ACTGTOCAOG CTATTTATAA TAATACTTTC 

1210 1220 1230 1240 1250 1260 

GATGATGACT TCAGGGCGCT ACTTCITCTA TTCTCGCTAC GCTGCTTTOC TrGGTCEGIG 
CIACTACTGA. AGTCCCGGGA TSAAGAAGAT AAGAGGGATC CGACGAAAGG AACCAGGCAC 

H? 0 1280 1290 1300 1310 1320 

Iwi-avi-ixhC CTOGATGATT ACTTGGATGG GTCAGCTCAT TGATTTCTAT GAGTCTCAGC 
TCAAGAAATG GAGCTACTAA TGAACCEACC CAGTCGAGTA ACEAAAGAIA CTCAGAGTCG 

1330 1340 1350 1360 1370 1380 

C^ITCTOCr TCPCTTCGTC AITCICACTA TCGGGGGCAT TGTTCTCCGT ATCCTlScC 
GGTAAGAGGA ACAGAAGCAC TAAGAGTGAT AGGGOOOGTA. ACAAGAGGCA TAGGAAGGGG 

1390 1400 1410 1420 1430 1440 

SSSS^S T^F^ 00 TAA0GA CTGA GAGAAAACGC OGCCGACCAT TITAATCGTC 
CGACCTAAGG ACCAGCGASG ATTCCTGACT CICTTTTGCG GOGGCTGGTA AAAITACCAG 

1450 1460 1470 1480 1490 1500 

GGOGAcsrrr tcttatttag aaaggaitat ttgttatgct ttatcgtait ui ' imiTm' 

CCGCTGCAAA AGAATAAATC TTIOCTAAIA AACAATAGGA AA3BCCATAA GAATAGAAAA 

1510 1520 1530 1540 1550 1560 

GOTITOGCTG GCTTTITGIT TATATCGATA ACTATTGCAA AAATCCCIAC AAGCTOGAAG 
OGCAAAGGAC GGAAAAACAA ATATAGCTAIT TGATAAOGTT TTTAGGGATG ITOGAGCTTC 

, 1570 1580 1590 1600 1610 1620 

CTGnGTTCG TTCEAAAGGT TCPGGCAAGT CTCTCTATAT GTCTCGGGTT GCTCATAACT 
GACAACAACC AAGATTTCCA AGAOCGITCA GAGACAIAIA CAGAGCGCAA CGACEATTCA 
1630 1640 1650 1660 1670 1680 

GGCITCGITC TAGEAAGGGG TTIMTIATA GCAAIATGGG TAITGGTEAT GATTEAGAGC 
CCGAAGCAAG ATCATTCCCC AAATAAATAT CXxTTAIACCC ATAAOCAATA CTAAA1CTCG 
1690 1700 1710 1720 1730 1740 

GGGAMMTC GAAACAGACC TITCCCOCTG ATTCCCTEAT TCTEA1TGAT GAGATAGGCG 
GCCITATAAC CTITGTCIGG AAACGGGGAC TAAGGGAAIA AGAATAACTA CtSStooGC 
1750 1760 1770 1780 1790 1800 

SSSSSS J^SSSf 3 ^ Tn^AGCSCTA TGCOCCGTCA AGCTC5TCGAG TTTTTCAAGA 
ACGAGGTGAG ATTGGCACEA AAAITCCGAT ACGGGGCACT TCXJACAGCTC AAAAAGTTCT 
1810 1820 1830 1840 1850 I860 

jPSCAGCGCAA ATATCACTTG ACAAIAGITG TATOGTCTCA GACCATGGAC TTTGATAAAA 
ACGTCGCGIT TAIAGTGAAC TGTIATCAAC AIAGCAGAGT CTGGTACCTG AAAcStTTT 
1870 . 1880 1890 1900 1910 1920 

AGATTCGTGA CCTCTGTGAT OGCATTEATC TCTGCAATCG TATTGGCTGG TTTTGTCGCC 
TCTAAGCACT GGAGACACTA GCGTAAATAG AGAOGTTAGC ATAACCGACC MAACAGCGG 
1930 1940 1950 I960 ' 1970 • 1980 

raracCITA TCGCTCCTCT ATCGCIATCG AACACOGTCC OGAGGGOGGC CAAGAGCTT3 
AGTGGGGAAT AGCGAGGACA TAGOGATACC TTCTGGCAGG GCTCCCGCCG GTTCTOGAAC 
1990 2000 2010 2020 2030 lo40 

TTAACACGGT GCGCAAGGCG GGCAGGGCTA AGTGGTATAC TATCOCCAAG TCTCTGAAGC 
AATTGTGCCA CGCGTTCCGC CCGTOCOGAT TCACCATATG ATAGGGGTTC AGACACTTCG 
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Fig. 1, S . 3 

2050 2060 prnn i„ 0n 

AGCTGACTGC dTAGAAEVT GATACAffiGC AGCTTRTTAr 2100 
TCCRCTCACG GAATCITATA pra^W -SS^^F* 3 CAAGACCCCC TCGAAGTAAA 
2110 CTMGI ^ TCCAAIAGTC GITCIGGGGG AGCTTCAITT 

====== 

ssss = ss sss sssi sue 
=8 ^ =1 sag sp ss 

S JS 01 ^ a ™ s 

e ™«^T TOG ™^ 030ffla ^ KacM ™* tctsai^ GiemrasAi 

S = <**=^ *»*5S 

^ 2650 ^^SS i,CSGa0 S5? ™»MC OUWOGOa 



^^OnnGOC 1GGGCIGQ0G TOCTTGATGC AGGAAGG7QI CGAATTCGGT CACTTPTTTY* 

SGOaa ^ •""a? ™£ 

&CTT OTGCTITGAT Gl ' mXTft TGB 
AAOGAAACTA CAACAAiaCI 
2770 2780 2790 

TCIX: TCCTTCCGTC GATGAGATGA 
£GAG ACX3AAGGCAG CEACTCEACT 

rrCIT CTCCCCTAIT TATAATRflGT " - 2940 

»GAA GAGGGCftTAA ATATIATTCA 



2710 2720 97 Ifi '""""* " Mn, ™ J *'* w * va-tvartrtftfttartlla 



TOTnGGCA. GIATraOGSA GACCCTCMA AGCTm^S ™>-~^ii£ . 3120 

AOMMCCET caito fflS S£S ™^ 
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Fig. 1, S. 4 

3130 3140 31 en *5i en 

ATCGTIACGG AAATGATACT CTTCTCCCTC arrwro™ *™Jli; 70 3180 

sis 

Cj^STTGaA GTCGGAGCAG TTTTATAATC AGTCTCTTOC GITCTCTCCT CIGGCGCTOa 

GPCRftsiaCT gqctcagttc TcroaoiCTr cockst^ MmsiS? ™ L 480 

<*™ S S££ 
====== 

CIAAGCAGGG CaAAGACTKT GRTPmrra mr^^iH 3650 3660 

GATTCGTCCC CTTTOTG^ ^HP 3 * 330 CGAMMTCG A1GCCTGCAA 

^^^^3670 ^^^^^3680 ^^^^ GAGAGTAOOG GCn&EAAGC TACGCACGTT 

TCGGAA1TGA GGAAGTCEAA CKTCTm^ q™ aa ~™» . 3830 3840 
AGCOTAACT GCTTCAGiOT JSS^S^ AITTCMTrC CEATCGGAGA 

3850 ^^^^ IMfldftAAG GAIACCCTCT 

GAAGCTGCTG CTTCGAATCC AGACTrrrra arraii JSnS »™ 3950 3960 

«~ »~ KK 3» ESS SHE 

4030 - 4040 4n£n ^^^S ACAAAAAIAT TCGCAAAGCG 

cgcccttck: gcctctptca ramS rarn^S ar^-J 0 ™ 4080 

4150 CrA ^ CTAGAA J^ ACTAAA ^S '^^J? CAAGTACCAA 
TG1TTCGCGT AGTGCTACTA ™-rrer^r T ,- L - , 4 . 180 4190 4200 

ACAAACCGCA TCACGAKM SSSST SSI™ GAGITGCTIT GCTC1CCTAT 

iwaimx AAAGnCCGAA AGGAAAAATA CTCAACGAAA CGAGAGGATA 
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Fig- 1, S. 5 



====== 



?5™gep Tiranacrr crannaG tckic^ ogcstiS cmo^J 
^raoacr TcraaTCK Gnarcrac roamed amx^ 

TacmTTAT TCCTRTOCTT TTGCAA3TCG TTCTACTICT TCTTrWrnr 
*^^^4630 ^^^dffdn Aft^fffflA^ AfflAffiAQQC CTTCaGCARr 



4450 4 4 6 o 4 470 4480 449 0 " Ts^ 

AGAC 
TCTG 
4540 
ITBV 
AAAT 
4600 

ncr 

4630 4640 4650 dfifin >i*<7* 

ranraac oarGOTSsra Hnmrrmr imcoiS oogg^S? cGaGra^S 

^^1 

rocmrasi cnosrom chcteoct TcecsaAcr MroaS mnnS? 

CTCK5GBIAC JCESiara CHCTguar OG UlTlS TnonSor aflry-a.nSS 

oxu 40<dU 4830 4840 yiQcn 

====== 

SKSSSSSSSSSggSSSSSSKS 

TAAGQfflAAC TTGAATTC 3 1 
MTCCIATTC AACTTAAG 5 1 
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INITIATION/TERMINATION REFERENCE *** 



Fig. 5 (S. 1) 



' INITIATION POSITION 



I TERMINATION POSITION 



157 
1483 
2428 
2971 
3388 
3664 
3859 



311 
1669 
2479 
2992 
3487 
3670 
3883 



433 
1729 
2620 
3046 
3511 
3673 
4135 



1060 
2059 
2719 
3133 
3520 
3697 



***** FRAME 1 ***** 
1309 1435 
2377 2383 



3235 3292 
3619 3661 
3721 3748 



i 
i 



+ 



•TOTAL: 39 
H 



131 539 593 815 
j 1205 3539 3833 3875 
4097 4385 
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a i en 
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4252 






4300 


A^C A 
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43JX 
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/1QOQ 
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AQQ1 


A OOO 


4897 


4945 


4:73 / 




4yoi 


4987 


TOTAL : 
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? 2 ***** 










158 


266 


AA n 




1U30 


1 ICQ 

1259 


1301 


1310 


X333 


XD^7 


1574 


1613 


1616 


1631 


1634 


1649 


1670 


1709 


1727 


1730 


1751 


1757 


1763 


1778 


1853 


1856 


1868 


1877 


1982 


2009 


2060 


2258 


2372 


2384 


2417 


2423 


2444 


2495 


2519 


2528 


2567 


2573 


2627 


2705 


2717 


2747 


2783 


2792 


2810 


2843 


2903 


2906 


2924 


2951 


2969 


2972 


2993 


3047 


3086 


3089 


3110 


3134 


3149 


3179 


3209 


3230 


3233 


3236 


3272 


3299 


3323 " 


3344 r 


3386 


3389- 


3443 


3464 


3476 


3485 j 


3488 


3503 


3506 


3518 


3521 


3578 


3602 


3620 


3662 


3665 


3671 


3686 j 


3689 


3701 


3749 


3755 


3761 


3767 } 


3788 


3818 


3944 
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99 



i 

I 27 

,' 741 

| 1237 

| 1845 

•! 2787 

J 3651 

\ 4179 

i 4446 



282 
744 
1476 
1947 
2826 
3711 
4254 
4620 



! TOTAL 



433 
774 
1599 
2292 
2997 
3714 
4263 
4722 

47- 



522 
'930 
1656 
2403 
3165 
3960 
4299 
4932 



***** 

555 
1194 
1770 
2667 
3285 
4110 
4305 
4944 



FRAME 3 ***** 
693 ! 75 168 



1275 | 732 1053 

1800 ! 2097 2133 

2727 J 3537 3540 

3636 j 3987 4038 

4128 J 4686 4992 

4353 j 

i 
i 

—i _ 

1 TOTAL'; 



189 
1203 
2193 
3798 
4275 



258 
1206 
2313 
3894 
4386 



447 
1401 
2331 
3900 
4455 



.540 
1458 
2343 
.3984 
4539 
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*** MOLECULAR WEIGHT *** 



Fig. 5 (S. 2) 




■START END MOLECULAR WEIGHT i 



I 



157 
331 
433 
j 1060 
1309 
j 1435 
| 1483 
" 1669 
1729 
2059 
2377 
2383 
2428 
2479 
j 2620 
2719 
j 2782 
j 2839 
I 2971 
j 2992 
j 3046 
! 3133 

3235 
,' 3292 

! 3388 
I 3487 
| 3511 
i 3520 
3619 
3661 
3664 
3670 
3673 
3697 
3721 
3748 
3859 
3883 
4135 



286 
481 
481 
1171 
1339 
1675 
1675 
1675 
1735 
2125 
2404 
2404 
2665 
2665 
2665 
2728 
2788 
3004 
3004 
3004 
3418 
3418 
3418 
3418 
3418 
3559 
3559 
3559 
3712 
3712 
3712 
3712 
3712 
3712 
3868 
3868 
3868 
4009 
4150 



NO. START END MOLECULAR WEIGHT 



131 
539 
593 
815 
1052 
1202 
1205 
352) 
3833 
3875 



158 
1053 
1058 
1058 
1058 
1259 
1259 

J'J / o 

3944 
3944 



***** 

4842.59 
5857.77 
1911.04 
4219.95 
1055.14 
8907.70 
6959.42 
262.36 
305.39 
2514.97 
1011.23 
750.93 
9020.45 
7032.09 
1563.81 
375.51 
305.39 
6213.38 
1408.75 
578.66 
13607.00 
10646.71 
6919.29 
4696.55 
1294.51 
2767.29 
1887.18 
1585.79 
3648.43 
1946.41 
1815.22 
1582.93 
1451.74 
547.68 
5519.15 
4490.94 
277.33 
4697.94 
535.70 • 



FRAME 1 ***** 



***** 

1002.19 
19095.03 
17110.92 

9231.94 
236.28 

2324.59 

2193.40 

4193.88 
2659.22 



1 


3046 


3418 


13607.00 


2 


3133 


3418 


10646.71 


3 


2428 


2665 


9020.45 


4 


1435 


1675 


8907.70 


5 


2479 


2665 


7032.09 


6 


1483 


1675 


6959.42 


7 


3235 


3418 


6919.29 


8 


2839 


3004 


6213.38 


9 


331 


481 


5857.77 


10 


3721 


3868 


5519.15 


11 


157 


286 


4842.59 


12 


3883 


4009 


4697.94 


13 


3292 


3418 


4696.55 


14 


3748 


3868 


4490.94 


15 


1060 


1171 


4219.95 


16 


3619 


3712 


3648.43 


17 


3487 


3559 


2767.29 


18 


2059 


2125 


2514.97 


19 


3661 


3712 


1946.41 


20 


433 


481 


1911.04 


21 


3511 


3559 


1887.18 


22 


3664 


3712 


1815 . 22 


23 


3520 


3559 


1585.79 


24 


3670 


3712 


1582.93 


25 


2620 


2665 


1563.81 


26 


3673 


3712 


1451.74 


27 


2971 


3004 


1408.75 


28 


3388 


3418 


1294.51 


29 


1309 


1339 


1055.14 


30 


2377 


2404 


1011.23 


31 


2383 


.2404 


750.93 


32 


2992 


3004 


578.66 


33 


3697 


3712 


547.68 


34 


4135 


4150 


535.70 


35 


2719 


2728 


375.51 


36 


1729 


1735 


305.39 


37 


2782 


2788 


305.39 


38 


3859 


3868 


277.33 


39 


1669 


1675 


262.36 



2 


***** 






1 


539 


1058 


19095.03 


2 


593 


1058 


17110.92 


3 


815 


1058 


• 9231.94 


4 


3833 


3944 ■ 


4193.88 


5 


3875 


3944 


2659.22 


6 


1202 


1259 


2324.59 


7 


1205 


1259 


2193.40 


3 


353 ') 


— — ^ 

JJ/O 


1532 .73 


9 


131 


158 


1002.19 


10 


1052 


1058 


236.28 
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Fig. 5 (S. 3) 



I 



10 



15 



20 



25 



30 



27 
282 
483 
522 
555 
693 
741 
744 
774 
930 
1194 
1275 
1287 
1476 
1599 
1656 
1770 
1800 
1845 
1947 
2292 
2403 
2667 
2727 
2787 
2826 
2997 
3165 
3285 
3636 
3651 
3711 
3714 
3960 
4110 
4128 
4179 
4254 
4263 
4299 
4305 
4353 
4446 
4620 
4722 
4932 
I 4944 



75 
447 
540 
540 
732 
732 
1053 
1053 
1053 
1053 
1203 
1401 
1401 
2097 
2097 
2097 
2097 
2097 
2097 
2097 
2313 
3537 
3537 
3537 
3537 
3537 
3537 
3537 
3537 
3798 
3798 
3798 
3798 
3984 
4275 
4275 
4275 
4275 
4275 
4386 
4386 
43S6 
4455 
4686 
4992 
4992 
4992 



***** 

1815.23 
5855.63 
2003.43 
616.78 
7063.49 
1636.98 
11799.97 
11668.78 
10510.39 
4670.61 
334.43 
4929.75 
4398. 11 

24121.86 
19440 . 48 

17213.04 
12848.35 
11612.94 
9839.93 
5672.19 
766.90 
43550.02 

34028.78 
31646.22 
29263.59 
27663.74 
21162.74 
14339.49 
9689.43 
6115.51 
5533.90 
3278.61 
3147.42 
918.13 
6361.00 
5690.14 
3784.82 
923 . 20 

522.68 
3385.17 
3140.83-. 
1350.57 

" 395.51 
2646.26 

10224 . 42 
2321.36 
1867.26 



I 



FRAME 3 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
| 16 

I 17 
I 18 

i 19 

; 20 

I 21 
| 22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 



i 
i 
i 
i 
i 
i 
i 
i 
i 
i 
i 
i 
i 
i 
i 
t 
i 



***** 

2403 
2667 
2727 
2787 
2826 
1476 
2997 
1599 
1656 
3165 
1770 
741 
744 
1800 
774 
4722 
1845 
3285 
555 
4110 
3636 
282 
4128 
1947 
3651 
1275 
930 
1287 
4179 
4299 

3711 

3714 

4305 

4620 

4932 
483 

4944 
27 
693 

4353 

4254 

3960 

2292 
522 

4263 

4446 

1194 



3537 

3537 

3537 

3537 

3537 

2097 

3537 

2097 

2097 

3537 

2097 

1053 

1053 

2097 

1053 

4992 

2097 

3537 

732 
4275 
3798 

447 
4275 
2097 

3798 
1401 
1053 
1401 
4275 
4386 
3798 
3798 
4386 
4686 
4992 

540 
4992 
75 

732 
4386 
4275 
3984 
2313 
• 540 
4T275 
4455 
1203 



43550.02 
34028.78 
31646.22 
29263.59 
27663.74 
24121.86 
21162.74 
19440.48 
17213 . 04 
14339.49 
12848.35 
11799.97 
11668.78 
11612.94 
10510.39 
10224.42 
9839.93 
9689.43 
7063.49 
6361.00 
6115.51 
5855.63 
5690.14 
5672.19 
5533.90 
4929.75 
4670.61 
4398.11 
3784.82 
3385.17 
3278.61 
3147.42 
3140.83 
2646.26 
2321.86 
2003.43 
1867.26 
1815.23 
1636.98 
1350.57 
923.20 
918.13 
766.90 . 
616.78 
522.68 
395.51. 
334.43 



35 




0 279 460 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



*** 



INITIATION/TERMINATION REFERENCE 



Fig. 6 (S. 1) 



*** 



l INITIATION POSITION 



I TERMINATION POSITION 



***** 



514 1399 3946 



FRAME 1 ***** 
! 187 



211 
553 
727 
874 

1186 1255 



| 430 
! 700 
871 



1396 1432 

1768 1789 

2146 2173 

2431 2479 

2647 2812 

3016 3052 

j 3247 3274 

j 3505 3523 

« 3700 3718 



I 



• 3805 3808 
| 4069 4078 
| 4306 4438 



! 4684 4816 



262 
568 
754 
880 
1270 
1495 
1792 
2233 
2536 
2920 
3076 
3280 
3544 
3730 
3922 
4087 
4495 



292 
583 
766 
991 
1303 
1678 
1822 
2272 
2566 
2923 
3202 
3355 
3565 
3760 
3928 
4102 
4621 



331 
652 
778 
1111 
1363 
1699 
1987 
2356 
2581 
2977 
3229 
3367 
3649 
3769 
3940 
4123 
4657 



379 

694 

820 
1180 j 
1369 
1735 
2014 ! 
2425 
2626 
2989 
3235 
3424 
3652 
3778 
4042 
4258 
4675 




' TOTAL 



1 TOTAL 



104 



j 203 
! 1685 
I 3569 



863 896 1115 
1730 2378 2495 
3875 4427 4778 



***** FRAME 2 ***** 
1139 1172 j 
2621 2642 ! 



i 
i 
i 
i 
i 
i 
i 
i 
i 

+■ 



1 
1 


17 


26 


59 


62 


110 


164 


1 
1 


245 


278 


299 


347 


350 


404 


1 
1 


449 


470 


530 


578 


626 


719 


1 
1 


746 


749 


782 


797 


800 


839 


1 
1 


842 


1142 


1166 


1466 


1781 


1994 


1 
1 


2261 


2393 


2498 


2543 


2837 


2945 


1 
1 


3323 


3530 


3881 


3968 


3977 


. 3983 


1 


3986 


4034 


4049 


4052 


4082 


4157 




4184 


4187 


4190 


4193 


4202 


4211 




4220 


4334 


4397 


4433 


4502 


4529 


1 
1 


4532 


4535 


4538 


4742 


4859 


4862 



1 TOTAL 



16 



1 

i 

| 870 
| 1542 
!• 3153 



1 TOTAL 



66 



873 
1677 
3639 



1002 1269 
1800 2172 
3675 3699 



***** FRAME 3 ***** 



1287 • 1362 
2646 3114 
3816 4716 



i 
i 
i 
i 
i 

+- 



TOTAL 



372 459 

864 1044 

1575 1614 

1797 1872 

2019 2097 

2307 2319 

2643 2667 

3183 3330 

3516 3540 

3786 3876 

4821 4923 



522 
1173 
1662 
1896 
2139 
2379 
2865 
3351 
3597 
4266 



543 
1200 
1686 
1923 
2160 
2457 
3069 
3450 
3681 
4284 



639 
1380 
1707 

1953 
2166 
2508 
3111 
3465 
3690 
4779 



723 
1563 
1752 
2007 
2244 
2571 
3159 
3477 
3705 
4803 



18 



1 TOTAL : 62 
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*** 



MOLECULAR WEIGHT 



*** 



F ig. 6 (S. 2) 



1 START END MOLECULAR WEIGHT 



10 



20 



25 



30 



1 
i 

| 514 553 
j 1399 1432 
3946 4042 



16 I 



j W ' START EN D MOLECULAR WEIGHT 



203 
863 
896 
j '1115 
1139 
1172 
1685 
1730 
2378 
2495 
! 2621 
2642 
3569 
3875 
4427 
j 4778 



245 
1142 
1142 
1142 
1142 
1466 
1781 
1781 
2393 
2498 
2837 
2837 
3881 
3881 
4433 
4859 



870 


1044 


873 


1044 


1002 


1044 


1269 


1380 


1287 


1380 


1362 


1380 


1542 


1563 


1677 


1686 


1800 


1872 


2172 


2244 


2646 


2667 


3114 


3159 


3153 


3159 


3639 


3681 


3675 


3681 


3699 


37Q5 


3816 


3876 


4716 


4779 



***** 

1629.87 
1344.47 
3550.03 



FRAME 1 ***** 



1 
2 
3 



3946 
514 
1399 




4042 
553 
1432 



***** 

1707.87 
10853.68 
9431.19 
1115.33 
149.21 
11262.47 
3768.36 
1988.33 
656.78 
149.21 
7747.28 
6866.30 
11635.17 
277.38 
246.32 
3218.74 

***** 

6984.76 
6853.57 
1764 . 94 
4059.50 
3436.80 
748.87 
879.86 
418.54 
2593.86 
2682.96 
838 . 92 
1826 . 12 
248.34 
1629.97 
206.26 
236.28 
2182.40 
•2652.92 



FRAME 2 ***** 



1 


3569 


3881 


2 


1172 


1466 


3 


863 


1142 


4 


896 


1142 


5 


2621 


2837 


6 


2642 


2837 


7 


1685 


1781 


8 


4778 


4859 


9 


1730 


1781 


10 


203 


245 


11 


1115 


1142 


12 


2378 


2393 


13 


3875 


3881 


14 


4427 


4433 


15 


1139 


1142 


16 


2495 


2498 



FRAME 3 ***** 



1 


870 


1044 


2 


873 


1044 


3 


1269 


1380 


4 


1287 


1380 


5 


2172 


2244 


6 


4716 


4779 


7 


1800 


1872 


8 


3816 


3876 


9 


3114 


3159 


10 


1002 


1044 


11 


3639 


3681 


12 


1542 


1563 


13 


2646 


2667 


14 


1362 


1380 


15 


1677 


1686 


16 


3153 


3159 


17 


3699 


3705 


• 18 


3675 


3681 



3550.03 
1629.87 
1344.47 



11635.17 
11262.47 
10853.68 
9431.19 
7747.28 
6866.30 
3768.36 
3218.74 
1988.33 
1707.87 
1115.33 
656.78 
277.38 
246.32 
149.21 
149.21 



6984.76 
6853.57 
4059.50 
3436.80 
2682.96 
2652.92 
2593.86 
2182.40 
1826 . 12 

1764.94 
1629.97 
879.86 
838.92 
748.87 
418.54 
248.34 
236.28 . 
206.26 
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